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近年， 1 分子イメージング， 1 分子ナノ操作， 1 分子スペクトロスコピーの技術が開発され，タンパク質の酵素反




酵素消化により切り出したミオシン頭部 (Sl) が元のミオシン分子と同程度の ATPase 活性を示すが，アクチンを
動かす速度は数分の l であることから Sl には重要な因子が欠落していると考えられてきた。しかし，人工的な基板の







第 2 の研究はニワトリ骨格筋ミオシン Sl の 1 分子アッセイをおこなった。まず，未だ報告されていない親型ニワト
リ骨格筋ミオシン Sl をコードする cDNA のクローニングした。骨格筋ミオシンを大腸菌やパキュロウイルスを用い
た従来の発現系で活性体として得ることは非常に難しい。そこで軽鎖結合部位の欠損した親型ニワトリ骨格筋ミオシ
ン (SldC) 遺伝子をウサギ網状赤血球ライゼートを用いて試験管内発現させた。 1 分子をイメージするための蛍光ラ
ベルとして， SldC はグリーン蛍光タンパク (GFP) との融合タンパクとして発現させることにした。 GFP のタグ，組
換えタンパクの試験管内合成，低背景光全反射蛍光顕微鏡の 3 つの技術を組み合わせることにより 1 分子のイメージ
ングを試みたところ，①今まで活性体の得られなかったニワトリ骨格筋ミオシン SldC の発現，② SldC-GFP 融合タ
ンパクの 1 分子イメージング，そして，③ SldC-GFP 融合タンパク 1 分子上での個々の ATP ターンオーバーの観察
に成功した。
論文審査の結果の要旨







本論文の内容は大きく 3 つに分けられる。まず，第 2 章では第 3 章，第 4 章で用いた組換え体タンパクを得るため
に必要不可欠なニワトリ骨格筋のミオシン Sl 重鎖遺伝子とニワトリ平滑筋ミオシン調節軽鎖遺伝子をクローニング
したことを報告している。
消化酵素により切り出したミオシン頭部 (Sl) が元のミオシン分子と同程度の ATPase 活性を示すが，アクチンを
動かす速度は数分の l であるから Sl には重要な因子が欠落していると考えられてきた。しかし，人工的な基板の表面






また，第 4 章では通常の方法では不可能であった組換え型ニワトリ骨格筋ミオシン Sl の 1 分子アッセイを行って
いる。軽鎖結合部位の欠損した親型ニワトリ骨格筋ミオシン (SldC) をグリーン蛍光タンパク (GFP) との融合タン
パクとして試験管内合成法で発現させ，低背景光全反射蛍光顕微鏡により 1 分子のイメージングおよび SldC-GFP 融
合タンパク 1 分子上での個々の ATP ターンオーバーの観察に成功している。この研究により従来観察が困難であっ
た分子でも， 1 分子レベルでの機能探索が，遺伝子操作法と，革新的な測定法である低背景光全反射蛍光顕微鏡を組
み合わせることにより可能になることを示している。
以上のように，本論文では従来観察が困難であった分子でも 1 分子レベルでの機能探索が，遺伝子操作法と，革新
的な測定法である低背景光全反射蛍光顕徴鏡を組み合わせることにより可能にしている。得られた知見は近年めざま
しい進歩を見せている 1 分子レベルでのタンパクの機能評価技術と遺伝子工学技術を融合することにより，従来技術
では達成できなかった問題を達成している。したがって，本論文は博士課程論文として価値あるものと認める。
